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動物は成熟マウス（Slc : ddY，雄，8 週齢，日本 SLC）を購入し，10 日間の輸送ストレス除去期間






極：ブレグマより右 3mm，後 2mm，深 4.5mm）にタングステン線電極（インターメディカル社，0.1φ
×200mm コート付き）を挿入し，硬膜下（陽極：ブレグマより左 1.5mm，前 1.5mm）に，φ1.0mm ス
テンレス線を挿入した。脳波計測には，両側の硬膜下に φ1.0mm ステンレス線を挿入した。術後ス
トレスを 7－10 日間除いた後，電気刺激装置（SEN－3301，日本光電）とアイソレータ （ーSS－202J，日
本光電）を用いて 1 日 1 回扁桃体にキンドリング刺激（450～650 μA, 200μsec duration, 60Hz, 2 sec）を
与えた。
キンドリング形成過程の評価基準は Racine の評価法変法により評価した［1］：ステージ 1，5 秒以
下のすくみ，顔面の痙攣；ステージ 2，5～15 秒のすくみ；ステージ 3，15 秒以上のすくみ；ステー
ジ 4：フリーズ後全身の軽度痙攣及び尾の緊張による挙上；ステージ 5，全身の痙攣，大発作。
マウス海馬へ薬液を投与するため，マイクロインジェクションカニューレ（φ0.2mm）を海馬（ブレ




数，糞の数を計測した。活動量は，赤外線センサ （ーBAI－2012, Biotex kyoto）を用いて，ケージ内に
おける 24 時間の行動量を計測した。行動量は 1 分毎に自動計測し 24 時間あたりの平均行動量/min





0.9～後 4.0mm），視床から total RNA を抽出後，逆転写酵素により，ランダムプライマー存在下で
cDNA を合成し，以下のプローブあるいは，プライマーを用いて RT-PCR を行った。
成長ホルモン mRNA の発現量は，TaqMan プローブ（Applied Biosystems）と Premix Ex Taq（Takara
Bio Inc.）を用い，7400 Real-Time PCR system（Applied Biosystems）により RT-PCR を行い，GAPDH
発現量をコントロールとして計測した。プライマーは以下のものをデザインした：成長ホルモンプラ
イマー，5’－GGC TGC TGA CAC CTA CAA AGA GTT－3’/ 5’－AGA AAG CAG CCT GGG CAT T－3’
/ 5’－FAM－CCC GAG GGA CAG CG－3’（86 bp, 208－293bp in NM008117）；GAPDH プライマー 5’－
GGA GCG AGA CCC CAC TAA CA－3’ / 5’－GGC GGA GAT GAT GAC CCT TT－3’/ 5’－VIC－CCA
CGA CAT ACT CAG CAC－3’（136 bp, 278－413bp in NM008084）。一方 Arc mRNA の発現量は，SYBR
Green（Power SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems）を用いて反応させた後，1.4％ アガ
ロースゲル電気泳動によりバンドが 1 本である事を確認した。SYBR Green を用いた場合も，GAPDH
発現量をコントロールとして計測した。Arc プライマー 5’－GCC GCC AAA CCC AAT GT－3’ / 5’－
GCT CTC GCT CCA CCT GCT T－3’（118 bp, 262－379bp in NM018790）；GAPDH プライマー 5’－









的には，クロロホルム：メタノール比率を，9 : 1，4 : 1，2 : 1，1 : 1，1 : 2，0 : 1 と徐々に極性を上
げることで，糖脂質，リン脂質，酸性糖脂質の粗画分を得た（1mg/1μl）。【9 : 1（中性糖脂質と単純脂





① クロロホルム：メタノール（9 : 1 & 4 : 1）溶出画分の展開溶媒として 1－プロパノール：クロロ
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ホルム：メタノール：0.25%KCl（25 : 25 : 25 : 10 : 9）を使用した。
② クロロホルム：メタノール（2 : 1 & 1 : 1）溶出画分の展開溶媒としてクロロホルム：メタノー
ル：酢酸（65 : 35 : 8）を使用した。
③ クロロホルム：メタノール（1 : 1）溶出画分の展開溶媒としてクロロホルム：メタノール：2.5N




④ クロロホルム：メタノール：水（60 : 40 : 9）二重展開→メチル酢酸：1－プロパノール：クロロ




精製した。クロロホルム：メタノール（1 : 1）中に溶解した Forch 粗画分をカラムに添加後，クロロホ
ルム：メタノール（1 : 1），メタノールにより順次洗浄し，0.3M メチル酢酸－メタノールにより酸性糖
脂質を抽出し，エバポレーターにて乾燥した。水に溶解後，水で透析，超音波処理後，トルエンを滴




⑤ クロロホルム：メタノール：0.2% CaCl2（50 : 40 : 10）二重展開→1－プロパノール：28％ アン






ルマウスでもあった。このマウス脳から total RNA を抽出し，ジーンチップアレイによる発現解析を
実施したところ，大脳皮質前頭葉において，成長ホルモンの発現が著しく減少していることがわかっ





















はこれまで知られていなかった。図 2 は成長ホルモン mRNA の発現を見た in situ hybridization を示
している。下垂体に比べて脳での発現は弱いものの，海馬 CA3 領域，視床前核，梨状皮質における
神経細胞が成長ホルモン mRNA を発現することを観察した。
図 1：成長ホルモン mRNA 量とタンパク量
（左図）大脳皮質前頭葉（黄），海馬扁桃体大脳皮質（赤），視床（緑）から total RNA を抽出し，
real time RT-PCR により発現量を計測し，GAPDH との発現比較により定量した。







薬（90 pmol/μl）を注入し，その後，海馬扁桃体大脳皮質から total RNA を抽出し，real time RT-PCR













図 2：マウス脳における成長ホルモン mRNA の発現
アルカリフォスファターゼによる BCIP-NBT 基質を発色させることで，アンチセンス
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ビナント（GH 投与），成長ホルモン受容体拮抗薬（Ant, Antagonist 投与）を投与した後，海
馬扁桃体大脳皮質から脂質を抽出した。
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Analysis of the carbohydrate and lipid-related molecular
mechanisms involved in emotional limbic system
Keiko KATO
Abstract
About one-half of patients with refractory epilepsy are characterized as having mesial temporal lobe
epilepsy with foci in the amygdaloid complex, hippocampus, and surrounding cortex. We found up-
regulations of alpha 2,3-sialyltransferase (ST3Gal IV) mRNA in the hippocampus and anterior thalamus
and of growth hormone mRNA in the anterior cerebral cortex following epileptogenesis, respectively.
Furthermore, alpha 2,3-sialyltransferase gene deficient mice indicated both depression and anxiety and
were no reactive to the kindling stimulations for inducing kindled seizures. On the other hand, the ST3
Gal IV deficient mice showed decrease of growth hormone mRNA in the anterior cerebral cortex. In the
peripheral tissues, growth hormone has been known to be involved in carbohydrate and lipid metabolism.
The present study presents the possibility that carbohydrate and lipid metabolisms that are regulated by
growth hormone signaling also affect functions of brain, such as epilepsy, depression, and anxiety.
Keywords : Epilepsy, Anxiety, Sialic acid, Hormone, Lipids
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